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摘 要 采用 RICA 法 和 Annexin-V/PI 双 标记 法 研究 了 一 种 新 型 磷 镁 晶 须 的 体外 生物 相 容 性 , 采用 共 培 养 法 研究 了 抗菌 性 
能 。 结 果 表 明 , 磷 镁 唱 须 材料 的 生物 相 容 性 随 着 唱 须 浓度 的 提高 而 降低 , 晶 须 浓度 小 于 等 于 500 ug/mL 时 具有 较 好 的 体 乡 
生物 相 容 性 。 当 唱 须 浓度 为 50 ug/mL 和 200 ug/mL If, 对 成 骨 细胞 几乎 没有 影响 。 磷 镁 唱 须 的 杀菌 效能 随 着 浓度 的 提高 而 
提高 , 浓度 为 500 ug/mL 时 对 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 的 杀菌 率 分 别 达到 96.84% 和 99.93%, 表现 出 优异 的 抗菌 性 能 。 
关键 词 无 机 非 金属 材料 , 磷 镁 唱 须 , 生物 相 容 性 , 抗菌 性 能 , 细胞 凋 亡 , RTCA 
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ABSTRACT The in vitro biocompatibility of a novel magnesium phosphate whisker (M-PW) was evalu- 
ated by real-time cellular analysis (RTCA) and Annexin-V/PI double marking methods, and its antibacteri- 
al property was evaluated by co-culture method. Results show that the in vitro biocompatibility of the M- 
PW decreased with the increase of M-PW in the suspensions. It possessed excellent in vitro biocompati- 
bility for the suspensions containing 500 ug/mL or lower amount of the M-PW. It had no toxic effect on os- 
teoblast cells for the suspension with 50 and 200 ug/mL of M-PW respectively. The antibacterial efficacy 
of the suspensions increased with the increasing amount of M- PW. The antibacterial efficacy against 
Escherichia coli and Staphylococcus aureus achieved 96.8496 and 99.93% respectively for the suspen- 
sion with 500 ug/mL of M-PW, demonstrating that the novel phosphorous-magnesium whisker possesses 
excellent antibacterial property. 

KEY WORDS inorganic non-metallic materials, magnesium phosphate whisker, biocompatibility, anti- 
bacterial property, apoptosis, RTCA 
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近年 来 , 唱 须 作为 新 型 增强 填料 引起 了 国内 外 
广泛 的 关注 。 晶 须 是 一 类 由 高 纯度 单 品 生长 而 成 的 
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少 。 因 此 , 品 须 的 强度 和 模 量 接近 完整 品 体 材 料 的 
理论 值 , 具有 显 微 增 强 和 充填 能 力 , 现 已 成 为 主要 的 
增强 补 韧 材料 之 一 , 用 于 各 种 复合 材料 的 制备 "。 
目前 , 品 须 在 材料 科学 、 建 筑 学 、 化 学 工程 , 以 及 口腔 
学 和 骨 外 科学 等 领域 均 得 到 了 广泛 的 研究 >。 

在 骨 人 缺损 修复 和 再 生 领 域 , 由 于 骨 缺 损 位 点 存 
在 骨 与 血管 的 再 生 困难 以 及 感染 等 问题 , 一 直 是 整形 
外 科 临 床 工作 的 难点 外 。 在 传统 上 外 伤 引 起 的 感染 ， 
单纯 通过 无 菌 技术 是 不 能 完全 避免 术 后 感染 的 中 。 
在 一 定 程度 上 细菌 以 骨 植 入 材料 为 生存 载体 并 在 其 
表面 形成 菌 膜 , 引发 术 后 感染 而 减缓 愈合 过 程 %。 
生物 活性 陶瓷 是 一 种 理想 的 骨 组 织 工程 材料 , 为 再 
生 修 复 骨 缺损 提供 了 有 效 治疗 方法 "。 但 是 , 陶瓷 
材料 的 脆性 影响 了 在 临床 上 的 应 用 。 很 多 学 者 将 羟 
基础 灰 石 唱 须 与 不 同 种 类 的 生物 活性 陶瓷 材料 复 
fr, 发 现 晶 须 不 仅 增强 了 复合 后 生物 陶 资 的 机 械 性 
能 , 甚至 提高 了 生物 活性 "1。 
树脂 类 材料 广泛 应 用 于 口腔 齿 损 的 充填 、 修 复 
体 的 粘 接 、 临 时 修复 体 的 制备 以 及 构成 活动 义齿 的 
基 托 等 方面 , 但 是 在 临床 使 用 中 有 强度 低 、 耐 磨 性 
差 、 聚 合体 积 收缩 较 大 、 易 出 现 微 渗 漏 和 继 发 峰 等 缺 
AU 。 理 想 的 口腔 材料 应 具有 优良 的 力学 性 能 和 抗 
菌 性 能 , 以 保证 其 在 口腔 内 的 较 大 咀嚼 应 力 的 作用 
下 仍 保持 良好 的 形态 , 行使 正常 功能 。 男 一 方面 , 树 
脂 材 料 应 用 于 口腔 内 后 会 有 不 同 程度 的 腐蚀 , 使 病 
瑚 更 容易 粘 附 在 其 表面 而 引发 继 发 龋 和 牙 周 、 黏 膜 
等 感染 。 唱 须 改 性 树脂 材料 可 显著 提高 材料 的 强度 
和 弹性 模 量 ", 且 赋 予 树脂 较 好 的 抗菌 性 能 号 。 本 
文 使 用 中 国 科学 院 金 属 研究 所 开发 的 新 型 磷 镁 晶 
A, 研究 晶 须 浓度 对 成 骨 细胞 的 细胞 毒性 以 及 其 抗 
戎 性 能 的 影响 。 


1 实验 方法 

磷 镁 唱 须 由 无 水 乙醇 清洗 后 置 于 60C 恒 温 箱 
中 3-5 h, 真空 条 件 下 喷 金 120 s, 扫描 电镜 中 观察 。 

5n AUS pH [E ES UI xe : 将 样品 称 重 后 用 紫外 
光照 40 min 灭 菌 消毒 , 再 分 别 用 含 10% 胎 牛 血清 的 
a-MEM 高 糖 培养 基 配 成 50、200、500、1000 ug/mL 
混 悬 液 。 振 荡 器 振荡 10 min, 悬 液 无 分 层 , EIR. 
将 其 置 于 4 冰箱 静 置 24h 后 测量 各 组 唱 须 混 悬 液 
的 pH 值 。 

RTCA (Real-time cellular analysis) 实 时 细胞 毒 
性 检测 : 将 处 于 生长 对 数 期 的 骨 前 驱 细胞 MC3T3- 
El 接种 于 RTCA E-Plate View 96 孔 板 中 , 150 AL/ 孔 
(1x10 个 细胞 / 每 孔 ), 每 板 分 为 晶 须 50、200、500、 
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1000 ug/mL 4 个 实验 组 以 及 空白 对 照 组 。 每 组 设 3 
副 孔 , EF 37'C 的 5% CO;( 体 积分 数 ) 培 养 箱 中 培 
养 20h 后 , 吸出 孔 板 中 原 培 养 液 , 加 入 配 好 的 a- 
MEM 晶 须 混 悬 液 。 用 xCELLigence RTCA DP 系统 
继续 连续 监测 120 h。xCELLigence RTCA DP 系统 
Smin 对 E-plate 读 取 一 次 结果 , 数据 由 RTCA soft- 
ware 2.0 控 制 和 采集 , 以 孔 板 混 巧 液 加 入 前 (20 h) h 
数据 作为 起 始 的 标准 化 基线 CI 值 , 设 定 为 1"%9。140 h 
的 RTCA 检测 后 结束 实验 , 对 数据 进行 分 析 。 

Annexin-V/PI 双 染 标记 检测 细胞 凋 亡 : 将 处 于 生 
长 对 数 期 的 骨 前 驱 细胞 MC3T3-El 接种 于 6 孔 板 中 ， 
47H 50,200,500, 1000 ug/mL 4 个 实验 组 以 及 空白 对 
照 组 , 1.5 mL/ 孔 (1x10' 个 细胞 / 每 孔 ), 置 于 37'C、5% 
CO:;( 体 积分 数 ) 培 养 箱 中 培养 24 h。 待 细胞 贴 壁 后 弃 
去 原 培 养 液 , 加 入 配 好 的 ga-MEM 晶 须 混 悬 液 。 继 
续 培 养 48 h 后 , 用 不 含 EDTA 的 0.25% 胰 蛋白 酶 消 
化 细胞 , V PBS 重 悬 后 4C、1000 r/min 离心 10 min, 
重复 2 次 。 用 200 uL Z vbi E d 2m BL, 加 入 10 uL 
Annexin V 和 5 uL PI 混 匀 , 在 室温 条 件 下 避 光 反应 
1$min 后 再 加 入 300 uL 缓冲 液 , 上 机 检查 。 重 复 3 次 。 

统计 学 分 析 : 使 用 SPSS 22.0 software 软件 对 数 
据 进 行 统计 学 处 理 , 采用 One-way ANOVA 分 析 , P< 
0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 

共 培 养 法 检测 抗菌 性 能 : 将 预先 准备 好 的 大 肠 
杆菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 液 稀释 成 10"cfu/mL, 梯度 稀 
释 3 次 至 菌 液 浓度 为 10;cfuwmL。 取 稀释 后 的 菌 液 
滴 加 在 装 有 4 组 磷 镁 唱 须 和 空白 的 小 离心 管 中 , 分 
别 振荡 5 min fi FC A 2T VERE (i 2L TR PRU JE 7g 
50.200. 500.1000 ug/mL), J JE HUN AA EE A 37°C ff 
恒温 培养 箱 中 接触 培养 48 h, 相对 湿度 为 90% 。 振 
荡 器 振荡 45s 后 分 别 取 出 100 uL 2H E28 48 h 后 
的 湿 基 样 液 接种 于 营养 琼脂 培养 基 的 平板 中 , 同时 
测定 余 留 唱 须 混 悬 菌 液 的 pH 值 。 将 培养 亚 置 于 
37C 恒 温 培 养 箱 中 培养 24h 后 进行 菌落 计数 , 重复 
实验 3 次 , 样品 的 杀菌 率 "” 


N. tr Nui x 10096 


> 


K= 


ctrl 
其 中 Nu 为 空白 对 照 组 培养 下 中 的 细菌 数 , Nu 为 不 
同 浓度 磷 镁 晶 须 组 培养 下 中 的 细菌 数 。 
2 结果 和 讨论 

2.1 磷 镁 晶 须 的 形 貌 

实验 用 磷 镁 唱 须 的 主要 成 分 为 Mg 以 及 微量 
HJ Na, K H OJA. HA1 可 见 , 晶 须 的 横断 面 
为 微 纳 米 尺 寸 , 纵向 长 度 在 200 um 以 上 , 纵向 径 比 
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高 于 10-100, 具有 很 大 的 比 表 面积 和 类 似 针 状 结 
构 。 磷 镁 唱 须 的 生长 机 理 是 液 一 固 机 理 (L-S 机 理 )， 
其 特点 为 四 步 生 长 模型 , 即 反应 微 区 的 形成 、 唱 核 的 
JE FX. i EE SUE EXT. ia AES AINE T zs 


浓度 的 提高 而 升 高 , 细胞 对 照 组 的 pH 值 最 小 。 其 原 
因 是 , 材料 降解 时 释放 的 Mg” 与 水 发 生 作 用 形成 氧 
氧化 镁 ,调控 细胞 培养 基 pH 为 碱 性 。 随 着 材料 
浓度 的 提高 降解 时 培养 液 中 羟基 增多 , pH 值 也 随 


构 排 列 高 度 有 序 , 内 部 几乎 无 缺陷 , 因而 其 强度 接近 
材料 原子 间 价 键 理论 强度 中。 
2.2 体外 细胞 毒性 
应 用 于 生物 体 之 前 , 先 要 检测 新 型 生物 医用 材 

料 的 体外 细胞 毒性 中 。xCELLigence RTCA 系统 是 
种 基于 微 电 子 传感器 技术 , 实时 监测 阻抗 的 变化 ， 


之 提高 。 

由 图 2 可 见 , MC3T3-E1 经 不 同 浓度 的 磷 镁 唱 须 
TE Ek b 38 24 h 后 , 50.200. 500. 1000 ug/mL 组 标 
准 化 细胞 指数 (NCI, Normalized Cell Index) 均 显著 
低 于 对 照 组 (P<0.05)。 但 经 不 同 浓度 的 唱 须 混 悬 液 
处 理 48 h(P=0.002<0.05)、72 h(P=0.006<0.05)、96 h 


是 一 种 非 标 记 、 非 侵入 性 、 实 时 的 模拟 细胞 状态 的 台 
胞 分 析 监 测 系 统 习 写 。 根 据 有 无 细胞 务 附 于 电极 以 
及 细胞 的 形态 , 电场 发 生 改 变 。 无 细胞 存在 时 阻抗 
为 最 小 值 , 细胞 的 存在 阻碍 磁场 而 使 阻抗 增强 中 。 
该 系统 将 阻抗 转化 成 细胞 指数 (CD 以 表示 检测 电极 
处 细胞 形态 和 数目 的 改变 。 传 统 的 MTT、WST-1、 
CCK-8 等 通过 与 线粒体 酶 结合 改变 吸光 度 而 检测 名 
WEES”, 属于 终止 实验 。 在 采集 多 个 时 间 点 时 ， 
往往 需要 同时 做 多 个 复制 样本 。 而 RTCA 实时 监测 
细胞 动态 , 避免 了 各 个 时 间 点 实验 需 重复 操作 的 过 
程 。 多 项 研究 结果 表明 , RTCA 与 传统 细胞 毒性 检 
测 方法 MTT 等 结果 相符 %*3。 

表 1 可见 , 磷 镁 晶 须 混 甚 液 的 pH 值 随 着 晶 须 


^ I $8 EAM 


1 磷 镁 晶 须 的 扫描 电镜 照片 
Fig.1 SEM micrograph of phosphorus-magnesium whisker 


表 1 加 入 MC3T3-El 细胞 前 各 wMEM 品 须 液 组 和 空 
对 照 组 的 pH 值 (m=5) 
Table 1 pH of the whisker treated groups and blank group 
in à-MEM medium without addition of MC3T3- 
El cell (n=5) 


Groups (ug/mL) pH 
50 7.5050.18 
200 7.95x0.17 
500 8.0340.23 
1000 8.15+0.14 
Blank 7.44+0.19 


(P=0.002<0.05) 后 , 只 有 1000 ug/mL 组 NCI 显 著 低 
于 对 照 组 。120 h 后 500 ug/mL (P=0.042<0.05) 和 
1000 ug/mL (P=0.002<0.05) 组 的 NCI 均 显著 低 于 对 
照 组 , 其 余 组 NCI 与 对 照 组 无 统计 学 差异 。 其 可 能 
的 原因 是 , 晶 须 混 甚 液 加 入 细胞 中 后 pH 值 的 突然 升 
高 使 细胞 状态 受到 一 定 的 影响 。 但 是 , 细胞 培养 箱 
中 5% CO; 的 存在 使 细胞 培养 液 的 pH 值 随 着 时 间 的 
延长 而 降低 , 48 hd 后 浓度 <500 ug/mL 的 唱 须 混 悬 液 
的 pH 值 已 被 调整 过 来 , 或 细胞 已 经 适应 此 时 的 微 环 
境 的 pH 值 。 研 究 表明 , 在 骨 内 植 入 材料 中 添加 镁 离 
子 可 促进 新 骨 的 生成 六 。Sul 等 中 发 现 , 镁 离子 涂 
层 含量 在 8.36%-9.33% 范 围 内 成 骨 性 能 最 好 。 王 健 
等 外 证 实 , 镁 离子 促进 骨 再 生 具 有 浓度 依赖 性 。 浓 
度 较 高 时 对 成 骨 细胞 的 活力 和 分 化 有 抑制 作用 , 6- 
10 mM 的 镁 离子 浓度 是 比较 合适 的 浓度 范围 。 这 也 
可 解释 了 本 实验 在 48、72、96 hh 时 , 500 ug/mL 2H ii 
须 与 空白 对 照 组 无 显著 性 差异 , 而 在 120h 时 细胞 指 
数 却 稍 低 于 空白 对 照 组 。 其 原因 是 , 磷 镁 唱 须 材料 
在 降解 过 程 中 逐步 释放 镁 离子 , 使 细胞 培养 液 中 镁 
离子 浓度 随时 间 延 长 逐渐 增 大 , 在 120 h 时 对 成 骨 细 
胞 的 增殖 有 了 一 定 的 抑制 作用 。 虽 然 本文 的 实验 缺 
少 具体 离子 浓度 的 分 析 , 但 是 可 以 看 出 , 随 着 晶 须 浓 
度 的 提高 磷 镁 晶 须 对 成 骨 细胞 的 毒性 也 有 所 增强 。 
将 NCI 换 算 成 细胞 相对 增值 率 (RGR) 后 进行 评 
级 "9 结果 列 于 表 2 和 表 3。 可 以 看 出 , 1000 ug/mL 
2H 1E 24.48. 72 h 时 毒性 评级 为 3 2, 其余 各 组 毒性 
等 级 均 在 2 级 或 2 级 以 上 。 根 据 ISO 10993-5 规定 ， 
细胞 毒性 等 级 超过 2 级 时 , 材料 具有 细胞 毒性 。 因 
此 , 在 满足 细胞 毒性 等 级 的 条 件 下 , 当 磷 镁 唱 须 浓度 
小 于 等 于 500 ug/mL 时 具有 良好 的 生物 相 容 性 。 
2.3 细胞 凋 亡 
细胞 凋 亡 是 细胞 的 基本 特征 之 一 , 用 Annexin- 
V/PT 检测 细胞 凋 亡 司 。 
图 3 中 的 二 维 点 阵 图 表明 , 正常 活 细胞 Annex- 
in-V 和 PI 均 低 染 , 分 布 在 图 的 左下 象限 (LL); 早期 调 
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Normalized Cell Index 


2 4 组 不 同 浓度 的 磷 镁 晶 须 和 和 


40.0 60.0 


80.0 100.0 120.0 140.0 


Time (in Hour) 


组 对 MC3T3-E1 细胞 生长 影响 的 实时 细胞 分 析 


Fig.2 Real time cell analysis (RTCA) profiling of the four treated groups of phosphorus-magnesium whis- 
ker and the blank group for MC3T3-E1 mouse cells Blank group; EM 50 ug/mL phosphorus- 
magnesium whisker; BIN 200 g/mL phosphorus-magnesium whisker; ggg 500 /g/mL phospho- 
rus-magnesium whisker; mam 1000 ug/mL phosphorus-magnesium whisker 


表 2 MC3T3-E1 细胞 在 4 组 浓度 的 磷 镁 晶 须 作用 下 的 细胞 相对 增值 率 
Table 2 Cell relative growth rate (RGR) of MC3T3-E1 cells treated with 4 different concentrations of 
phosphorus-magnesium whisker 


Groups (ug/mL) 24h 48h 72h 96h 120h 
50 80.6596 84.2196 85.3396 93.75% 102.18% 
200 84.67% 83.37% 82.20% 92.09% 98.32% 
500 71.70% 91.73% 89.56% 84.97% 83.31% 
1000 36.91% 42.18% 56.38% 64.02% 68.43% 


表 3 4 组 不 同 浓度 的 磷 镁 唱 须 对 MC3T3-E1 细胞 毒性 等 级 
Table 3 Cytotoxicity levels of MC3T3-El cells treated with 4 different concentrations of phosphorus- 


magnesium whisker 


Groups (ug/mL) 24h 48h 72h 96 h 120h 
50 1 1 1 1 0 
200 1 1 1 1 1 
500 2 1 1 1 1 
1000 3 3 3 2 2 


亡 细 胞 Annexin-V 高 染 而 PI 低 染 ,分布 在 图 的 右 下 


象限 (RL); 晚期 凋 亡 或 机 械 损伤 细胞 Annexin-V 和 
的 右上 象限 (RU)。 总 凋 亡 率 是 
早期 凋 亡 细胞 百分数 (RL) 和 晚期 凋 亡 细胞 百分数 
从 图 3 中 可 看 出 , 细胞 群 主要 以 正常 


PI 均 高 染 , 分 布 在 图 


(RU) 的 总 和 。 


胞 和 凋 亡 细胞 为 主 。 由 表 4 可见, 只 


组 总 凋 亡 率 显著 增加 , 与 空白 对 照 组 有 统计 学 差异 


有 1000 ug/mL 


(P«0.01), Ji BH RE £x i A TK BE TE 50. 200. 500 ug/mL 


时 具有 良好 


的 生物 相 容 性 。 


研究 表 


Dt, Mg ”具有 良好 的 生物 相 容 性 。 


昌 一 鸣 等 发现, Mg” 浓 度 达 到 80 mmol/L 才 会 诱 


导 成 骨 细 胞 的 凋 亡 。 这 个 数值 高 于 本 实验 选用 蝇 


须 的 浓度 范 


围 。 这 表明 , 本 文 实验 


晶 须 组 出 现 凋 亡 增 多 可 外 


EE 并 非 由 Mg”* 引 起 。 但 是 


为 了 证 实 这 种 假设 , 需要 进一步 增加 同 浓度 位 离子 


的 对 照 试 验 。 除 了 Mg 外, 


P 是 新 型 磷 镁 唱 须 的 另 一 


主要 组 成 元 素 。 研 究 表明 5 无 机 磷 (inorganic phos- 
phate, PD) 离 子 具 有 诱导 软骨 细胞 调 亡 的 能 力 。2Z. 
Meleti 等 中 研究 了 Pi 对 成 骨 细 胞 凋 亡 的 影响 , 发 现 Pi 


能 够 降低 成 骨 细胞 活性 ， 


具有 时 间 和 浓度 依赖 性 


o 


他 们 用 5 mmol/L 的 Pi 处 于 


数量 减少 25%。 这 也 解释 了 本 文 磷 镁 唱 须 浓度 在 
1000 ug/mL 时 凋 亡 率 显 著 高 于 其 它 各 组 。 其 原因 


里 成 骨 细 胞 48 后 , 活 细胞 


是 , 磅 镁 品 须 浓度 的 提高 


中 1000 ug/mL 


高 , 促进 了 细胞 的 凋 亡 。 


使 培养 液 中 Pi 的 浓度 提 
其 原理 是 , Pi 影响 了 细胞 


线粒体 膜 电位 , 改变 了 线粒体 膜 的 通 透 性 而 诱导 
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图 3 H Annexin V/PI 流 式 细胞 仪 分 析 检 测 的 48 h MC3T3-E1 细胞 凋 亡 


30 卷 


E 
4 E 
x 


Fig.3 MC3T3-E1 cell apoptosis detected by Annexin V/PI with flow cytometry after 48 h (a) Blank 
group; (b) 50 ug/mL phosphorus- magnesium whisker; (c) 200 ug/mL phosphorus- magnesium 


whisker; (d) 500 ug/mL phosphorus-magnesium whisker; (e) 1000 ug/mL phosphorus-magne- 


sium whisker 


表 4 各 组 细胞 培养 48h 后 流 式 细胞 仪 检测 的 凋 亡 率 
Table 4 Apoptosis results measured by flow cytometry af- 


ter 48 h 
Co Cell apoptosis rate P 
(ug/mL) 

50 3.590,51 0.315* 
200 3.62+0.60 0.286* 
500 4.05+0.81 0.070* 
1000 9.69+0.48 0.000* 

Blank 3.08+0.29 一 


Notes: *the P value compared with the blank group 


成 骨 细胞 的 调 亡 9 。 
2.4 新 型 磷 镁 晶 须 的 抗菌 性 

经 共 培 养 后 , 用 平板 活 苗 计数 法 检测 新 型 磷 镁 
晶 须 对 E.coli 和 S.aureus 的 杀菌 性 能 。 这 两 种 菌 分 
别 属 于 革 兰 氏 阴 性 菌 和 革 兰 氏 阳 性 菌 , 是 最 常见 和 
具有 代表 性 的 致 病菌 种 之 一 。 磷 镁 唱 须 在 与 E.coli 
FU S.aureus fF H] 48 h 后 , 不 同 晶 须 混 悬 菌 液 的 pH 值 
以 及 杀菌 率 列 于 表 5。 可 以 看 出 , 当 浓 度 小 于 等 于 


IH 


> 


杀菌 率 就 均 高 于 80%; 晶 须 浓度 500 ug/mL 时 , x E. 
coli 和 S.aureus 的 杀菌 率 就 分 别 达到 96.8% 和 99.9% 
以 上 ; 其 浓度 达到 1000 ug/mL 时 , 对 E.coli 和 S.aure- 
us 的 有 效 抗 菌 率 均 高 达 99.9% 以 上 , 表现 出 良好 的 
广 谱 抗菌 性 。 这 些 结果 表明 , 该 新 型 磷 镁 唱 须 浓度 
在 500 ug/mL 及 其 以 上 具有 有 效 的 抗菌 性 能 。 另 
外 , 实验 结果 也 表明 , 磷 镁 唱 须 对 S.aureus 和 E.coli 
的 抗菌 效能 有 所 不 同 。 革 兰 氏 阴性 菌 的 细胞 壁 主要 
由 磷脂 ` 脂 多 糖 和 蛋白 构成 , 而 革 兰 氏 阳 性 菌 的 细胞 
壁 主要 是 由 脂 多 糖 构 成 站。 这 可 能 是 导致 晶 须 对 两 
种 细菌 杀菌 率 不 同 的 原因 。 
从 表 5 还 可 看 出 , 随 着 磷 镁 晶 须 浓度 的 提高 晶 
须 菌 液 的 pH 值 也 增高 , 说 明 唱 须 在 溶液 中 降解 并 
调控 菌 液 pH 值 趋向 碱 性 , 这 与 表 1 晶 须 混 悬 细胞 
培养 液 的 pH 值 变 化 趋势 结果 相符 。 其 原因 是 , 材 
料 浸 于 菌 液 时 材料 表面 与 菌 液 中 的 水 发 生 一 系列 的 
化 学 反应 , 材料 中 的 Mg 与 水 中 OH 结合 形成 了 Mg 
(OH). Duane 等 外 发 现 , 在 细菌 培养 基 中 镁 金属 与 
水 的 氧 氧 根 结 合 形 成 氧 氧化 镁 并 释放 氧气 。 随 着 
培养 基 中 镁 离子 的 增多 pH 值 随 之 增高 , 有效 抑制 


1000 ug/mL 时 对 两 种 细菌 的 杀菌 率 随 着 唱 须 浓度 
的 提高 而 提高 , 表明 磷 镁 唱 须 的 杀菌 作用 具有 浓度 
依赖 性 。 当 唱 须 浓度 在 50 ug/mL 时 , 对 两 种 细菌 的 


了 金黄 色 葡 萄 球菌 、 大肠 杆菌 和 铜绿 单 胞 菌 的 生 
长 。 李 向 阳 等 外 研究 表明 , 大 肠 杆 菌 最 适宜 生长 的 
pH 值 为 7.79, 当 pH 值 在 5.35-9.72 范围 外 时 大 肠 杆 
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菌 将 不 能 生长 。 多 项 研究 结果 证 明 , 具有 调控 微 环 
境 pH 为 碱 性 的 生物 材料 具有 抗菌 效能 。45S5 
玻璃 陶瓷 的 pH 值 随 浓度 的 增 大 而 增高 , 且 其 对 大 
肠 杆菌 、 金 黄色 葡萄 球菌 和 表皮 球菌 的 杀伤 效能 均 
增强 外 。 这 与 本 文 实 验 结果 相符 , 证 明 调 控 微 环境 
pH 值 为 碱 性 是 磷 镁 唱 须 具有 抗菌 效能 的 重要 因素 
dt 

菌 液 在 培养 基 上 培养 24h 后 的 细菌 生长 情况 ， 
如 图 4 所 示 , 可 见 经 磷 镁 唱 须 作用 48P 后 E.coli 和 
S.aureus 菌落 数量 变化 情况 。 可 以 看 出 , 唱 须 浓度 
50 ug/mL 时 两 种 细菌 菌落 就 已 大 幅 减 少 , 浓度 
1000 ug/mL 时 的 菌落 甚至 在 肉眼 下 看 不 到 。 这 进 
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一 步 地 说 明 该 晶 须 有 很 好 的 杀菌 效能 , 且 其 杀菌 能 
具有 浓度 依赖 性 。 还 有 研究 表明 局, 针 状 的 玻璃 
陶瓷 碎 导 可 以 破坏 细胞 结构 起 到 杀 死 细 戎 的 作用 。 
如 图 1 所 示 , 人 磷 镁 晶 须 共有 极 大 的 长 径 比 和 尖端 极 
小 的 微 纳米 尺寸 横 截面 积 , 其 类 似 针 状 尖端 也 可 能 
是 通过 刺 罕 作用 破坏 细菌 结构 、 杀 死 细 菌 。 纳 米 尺 
寸 的 尖端 可 能 具有 特殊 的 表面 效应 和 高 氧化 活性 ， 
能 破坏 细菌 的 细胞 壁 杀 死 细菌 细胞 并 可 分 解 细菌 分 
泌 的 毒素 。 

这 种 新 型 磷 镁 晶 须 可 能 的 抗菌 机 制 包括 : 一 方 
面 , 磷 镁 唱 须 降解 调控 细菌 生长 微 环 境 pH 值 为 碱 
性 ; 另 一 方面 , 磷 镁 唱 须 尖端 破坏 细菌 的 细胞 壁 。 磅 


表 S4 组 浓度 的 磷 镁 唱 须 对 大 肠 杆 菌 和 金黄 色 葡 萄 球菌 的 杀菌 率 (5) 


Table 5 Antibacterial rate against E.coli and S.aureus treated with four different concentrations of phos- 


phorus-magnesium whisker (17-5) 


Group E.coli S.aureus 
(ug/mL) pH Sterilizing rate pH Sterilizing rate 
50 8.86+0.14 82.78% 9.37+0.13 80.1396 
200 9.08+0.10 86.76% 9.62+0.09 96.53% 
500 9.23+0.17 96.84 ?6 9.86+0.12 99.93% 
1000 9.57+0.19 99.96% 10.23+0.25 99.99% 
Blank 7.19+0.19 = 7.3850.15 = 


图 4 各 组 磷 镁 晶 须 对 大 上 肠 杆菌 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 作用 效果 的 照片 
Fig.4 Antibacterial effect of phosphorus-magnesium whisker against E.coli and S.aureus (a) Blank group (E. 
coli); (b) treated with 50 ug/mL whisker (E.coli); (c) treated with 1000 ug/mL whisker (E.coli); (d) 
Blank group (S.aureus); (e) treated with 50 ug/mL whisker (S.aureus); (f) treated with 1000 ug/mL 
whisker (S.aureus) 
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的 提高 而 降低 , 晶 须 浓度 小 于 等 于 500 ug/mL 时 具有 
较 好 的 成 骨 细 胞 相 容 性 , 当 唱 须 浓 度 为 50 ug/mL 
和 200 jg/mL 时 对 成 骨 细 胞 几乎 无 影响 。 该 唱 
须 浓度 为 500 ug/mL 时 对 S.aureus 和 E.coli 的 杀 
率 分 别 达 到 99.93 % 和 96.84%, 表明 其 抗菌 性 
能 优异 。 


Cell death in 
high pH value 


Q) 
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Bacterial suspension with 
phosphorus-magnesium whisker 
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过 程 的 示意 图 


Fig.5 A schematic illustration of the bactericidal process of phosphorus-magnesium whisker 


镁 品 抗菌 过 程 的 示意 图 , 如 图 5 所 示 。 首 先 , H m 
须 与 菌 液 混合 后 释放 Mg” 并 提高 了 菌 液 的 pH 值 , 从 
而 杀 死 细菌 。 其 次 , 磷 镁 唱 须 的 尖端 通过 刺 穿 作用 
或 纳米 表面 效应 和 高 氧化 活性 破坏 细菌 细胞 壁 , 引 
起 细菌 死亡 。 


3 结 论 
新 型 磷 镁 晶 须 材料 的 细胞 相 容 性 随 着 唱 须 浓度 
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